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Les mots clés :

e Heématologie : Science qui étudie la physiologie et la pathologie du sang, ainsi que les
différentes cellules hématopoiétiques (Hématies, Leucocytes et Plaquettes sanguines) et
taux liés aux hématies (Hémoglobine et Hématocrite).

e Heémostase : Ensemble des mécanismes mises en jeu pour colmater une fuite sanguine, par
la formation d’un caillot appelé la Fibrine et sa dissolution.

e Immuno-hématologie : est la science consacrée a I'étude des propriétés antigéniques du
sang, des réactions immunologiques correspondantes, et des pathologies qui y sont
associées.

e
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Résumeé :

L’Hématologie est la science qui se charge d’étudier quantitativement et
qualitativement les différentes cellules sanguines, ainsi que leur fonctionnement.

Les différentes analyses médicales réalisées au Laboratoire se répartissent entre les
domaines d’Hématologie, d’hémostase et d’Immuno-hématologie. Ces différentes analyses
peuvent nous spécifier le cas du patient, les variations physiopathologiques responsables de
sa maladie ainsi que les différents traitements possibles.

- Les différents tests d’Hématologie sont répartis comme suite :

e Hémogramme : ou Numération Formule Sanguine (NFS) est un test quantitatif et qualitatif
qui nous permet de mesurer le taux des différentes cellules hématopoiétiques ainsi que
d’autres parameétres liés aux hématies comme 1’hémoglobine et I’hématocrite.

e Frottis sanguin : test réalisés lors d’une variation physiopathologique d’un ou de plusieurs
types cellulaires, c’est un étalement d’une goutte de sang sur une lame par une lame rodée
en utilisant des réactifs spécifiques afin de 1’identifier sous microscope.

e Vitesse de Sédimentation : (VS) est la vitesse avec laguelle chutent les hématies en (mm
/h), le sang est mis dans un tube appelé tube de Westergreen, 1’¢lévation ou la diminution
de cette vitesse peuvent étre témoins d’une pathologie.

- Les tests d’Hémostase sont comme suite :

e Temps de Quick : (TQ) est le temps nécessaire a la recalcification du plasma aprés ’ajout
d’un facteur appelé le Thromboplastine calcique.

e Temps de Céphaline Activee : (TCA) est le temps nécessaire a la recalcification des
facteurs suivants : le céphaline plus kaolin et la solution CaCl, (0.025 mol).

- Test d’Immuno-hématologie et particulierement :

e Groupage sanguin ABO : consiste a une agglutination Antigénes et Anticorps sur une
plaque, qui nous permet d’identifier le type du sérum et du rhésus, ainsi que le type
d’Antigenes et Anticorps retrouvés chez chaque patient.

R —————————
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INTRODUCTION

Dans ce rapport je vais essayer de décrire les différents tests et techniques réalisés
au sein du Laboratoire d’Hématologie du Centre Hospitalier Provincial (CHP) d’Ifrane.

Alors quels sont les différentes analyses medicales réalisées au
Laboratoire d’hématologie? Quel est leur principe ? Et quelles sont les valeurs normales
et les variations physiopathologiques des différents paramétres mesurés ?

L'hématologie est la branche de la médecine qui étudie le sang et ses maladies .
Elle étudie plus particulierement les cellules sanguines dont I'origine
est hématopoiétique (synthése de ces cellules dans la moelle osseuse) et qui ont un role
d'oxygénation, d’'immunité et de coagulation.

Ces différentes techniques réalisées au Laboratoire se répartissent entre des

techniques :
e d’Hématologie : - Numération Formule Sanguine (NFS)
- Frottis sanguin
- Vitesse de Sédimentation (VS)
e d’Hémostase : - Temps de Quick (TQ) et Taux de Prothrombine (TP)
- Temps de Céphaline Active (TCA)
e d’Immuno-hématologie: -  Groupage sanguin ABO

Le médecin peut demander un de ces examens ou plus pour rechercher le

retentissement d’une maladie, les effets secondaires d’un médicament ou dans le cadre
d’un bilan pré opératoire,

7
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PRESENTATION DU CHP D’IFRANE:
I. Présentation générale de I’hopital :

1. Principales caractéristiques :
L’hopital 20 Aout d’Azrou est un établissement hospitalier qui a été construit en

1988, 1l est constitué de 3 étages, dont :
- Lerez de chaussée : englobe le Laboratoire (CHP d’Ifrane).
- Deux étages : englobent des Salles d’Accouchement.

2. Ressources humaines :
Tableaul: Le personnel de CHP Ifrane

Personnel Nombre
Pharmacien Biologiste 1
Major

Assistants Médicales
Techniciens
Infirmiers
Secrétaire

Agents de service
Total 15

PR NN N

Il. Présentation du Laboratoire:

1. Locaux:

Le Laboratoire comprend une salle de prélevement ou s’effectuent les
prélevements des patients dits externes, qui ne sont pas hospitalisés, ainsi que des
paillasses d’analyses médicales utiles dans les domaines de la Biochimie, I’Immuno-
sérologie et ’Hématologie.

2. Domaines et bio-analyses effectuées :
2.1- Immuno-sérologie:

Le domaine d’Immuno-sérologie sert a diagnostiquer les maladies infectieuses
et a relever la présence des types particuliers des anticorps ou des antigénes. Le
Laboratoire s’occupe a la réalisation des tests suivants:

e
8
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Sérologie
i
—_— 1 i
| | 1 | Domaine
ASLO - CRP " VDRL - TPHA Paramétre
(Anti-Srepto Protéine C Veneral Disease Trepanoma Pallidum Méthode
Lysine O) | Réactive Research Laboratory Haemagglutination Assay
—
gglutination entre LAgqutination entre Test qui contribue au Hémagglutination entre
(Sérum et réactif CRP) Sérum et réactif CRP) diagnostic de Syphils hématies et réactif TPHA)
il détecte I’infection pour détecter la par Agglutination entre (plus efficace que VRDL)
streptococcique Protéine C réactine Sérum et réactif VDRL ’

o/

Figure 1 : Les différents examens réalisés en Sérologie et leur principe

2.2Hématologie

Le domaine d’Hématologie englobe le diagnostic des maladies sanguines telles
que les anémies, les anomalies des globules rouges, les problémes de coagulation et de
thrombose. Le Laboratoire s'occupe de la réalisation des tests suivants:

Hématologie

—'_/ )
Domaine
JR— p— pa— — 1 .
NFS VS Hémostase Groupage arametre
(Numération Formule (Vitesse de (TP, TC K) Sangu in Méthode
Sanguin) Sédimentation)
- v " w
{Analyseurs Sysmex (Tube de Westergreen) Temps de b i Beth-Vincent
1800i) : Analyse le mesure la vitesse de Recalcification d’un Identification d’Ag
Nombre des différentes la sédimentation des Plasma par ajout d’Ac bien
cellules hématopoiétiques| Hématies connus
A - , 2 "y

Figure 2 : Les différents examens réalisés en Hématologie et leur principe

2.3Biochimie

Ce domaine s'occupe essentiellement des examens biochimiques réalisés par la
méthode spectrophotométrique, qui est capable de réaliser ces différents parametres

présentés dans la figure suivante:

e
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| _ | I _ | ] | |
I # s o
Créatinine ; .
Glucose Urée | Protéines Transaminase Bilan lipidique
totales
I R 7 v
| - e - - ]
Colorimétrie Créatine + acide picrique Colorimétrie Colométrie l’augmentation ’ASAT|  dosage de Cholésterol
= créatinine-picrate de R——— i et ALAT est témoin d’un et Triglycérides
du glucose couleur jaune orangée a luréase de biuret Iésion cellulaire dans le pour déterminer le
Oxydase dans un milieu Alcalin | foie, le cceur ou les reins risque cardio—vasculaire/r

Figure 3 : Les différents examens réalisés en Biochimie et leur principe

3. Examens totaux effectués au Laboratoire en 2014

Tableau 2: Ensemble d’Exams réalisés au Laboratoire en 2014

Examens Total
Immuno-serologie 7452
Hématologie et Transfusion 15711
Biochimie 32435
Nombre de Préléevements 9701
effectués au Laboratoire

Nombre de Prélevements 2313

Malades hospitaliers
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Description des différentes techniques effectuées
au Laboratoire :

Au cours de ce stage j’ai essayé de comprendre le principe et la méthode des différentes
techniques réalisées au Laboratoire, le but de ce travail est de décrire uniquement les
différentes techniques réalisées en Hématologie. On va essayer méme d’interpréter
quelques variations physiopathologiques liées a différentes situations physiologiques ou
pathologiques.

Chapitre | : HEMATOLOGIE

A-L'Hemogramme
I- Description generale :

L'Hémogramme ou numération Formule Sanguine (NFS) est un examen essentiel
pour apprécier un éventuel dysfonctionnement de la moelle osseuse ou des perturbations
dites "périphériques". 1l apporte des renseignements sur les organes hématopoiétiques,
sur les lignées sanguines, sur les processus de défense et sur I'nemostase. 1l permet de
réveler un grand nombre de pathologies : anémies, augmentation des globules blancs en
réponse a une attaque de I'organisme, probléme de coagulation et consommation des
plaquettes...

La numération formule sanguine, ou hémogramme, est une étude quantitative et

qualitative des différents eléments cellulaires du sang : les
globules blancs (ou leucocytes), les globules rouges (ou hématies) et les plaquettes
sanguines.

Certains parameétres liés a ces éléments sont mesureés:
Le taux d'hémoglobine = HBG
Le volume globulaire moyen = VGM
Et d'autres sont calculés:
L’hématocrite = HCT
La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine = TCMH
La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine = CCMH

1. Préléevement :

Classiquement, la numération formules sanguines est réalisée chez un sujet a jeun;
cette précaution n’est pas toujours nécessaire. Lé prélevement peut étre effectué sur du
sang capillaire ou sur du sang veineux recueilli par EDTA (éthylene diamine tétra
acétique). Dés que la prise de sang est terminée, il faut homogénéiser le prélévement par
des mouvements de retournement doux pour éviter I’apparition de caillot.

2. Caractéristiques de I’appareil Sysmex XT-1800i :
¢ Introduction

L’appareil Sysmex XT-1800i est un analyseur automatique d’Hématologie. Il
s’utilise pour le diagnostic in vitro en laboratoires cliniques. Il est capable d’analyser et
de livrer les résultats de 21 parameétres d’un échantillon sanguin.

e
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L’appareil Sysmex XT-1800i réalise I’analyse du nombre total des leucocytes en
utilisant un bloc détecteur photosensible dont le fonctionnement repose sur la méthode de
cytométrie de flux et I’utilisation d’un laser a semi-conducteur. Pour les taux
d’érythrocytes et de plaquettes sont analysés par le compteur GR qui emploie la méthode
de focalisation hydrodynamique. L’hémoglobine (HGB) est analysée par le compteur
HGB sur la base de la méthode SLS de détection de I’hémoglobine.

«»  Réactifs :

Tableau 3: Réactifs de ’appareil Sysmex

Réactifs

Roles

CELLPACK

Diluant prévu pour 1’utilisation en analyseurs d’hématologie.

STROMATOLYSER-
40S

Permet de colorer les leucocytes des echantillons lysees. Il sert a
déterminer la formule de quatre populations (Polynucléaires
Neutrophiles, Basophiles, Lymphocytes et Monocytes)

SULFOLYSER

C’est un réactif sans cyanure destiné a la détermination de
I’hémoglobine. Il lyse les érythrocytes et agit sur la globine de
I’hémoglobine pour former un complexe coloré stable.

RET SEARCH 2
(Diluant et Solution

Congu pour diluer I’échantillon tout en colorant en méme temps les
réticulocytes, en vue de détermination de la concentration sanguine

colorante) en réticulocytes effectuée sur les analyseurs
Hématologiques Sysmex.
CELLCLEAN C’est un détergeant alcalin puissant destiné a supprimer les réactifs

Iytiques, les résidus cellulaires, et les protéines sanguines restées
dans les systemes de conduits des analyseurs d’hématologie Sysmex.

% Exemple normal d’un patient (Homme) :

Tableau 4 : Exemple d’Hémogramme

Résultats Valeurs Normales

Parametres Valeur | Unité Nouveau-né Enfant Femme Homme
Hématies 4,73 [10"° /ul] | [5-6] [3.6-5.5] [4.8-5.8] [4.5-6.2]
HBG 14.4 [g/d]] [14-20] [11.5-16] [11.5-16.5] | [13-16]
HCT 41.9 [%0] [45-60] [37-45] [35-47] [40-54]
VGM 88.6 [um°] [90-120] [70-86] [76-95] [80-95]
TCMH 30.4 [pa] [30-34] [24-30] [27-32] [27-32]
CCMH 34.4 [g/dl] [32-36] [32-36] [32-36] [32-36]
Plaquettes 253 [10"° /ul] | [150-450] [150-450] [150-450] [150-450]
Leucocytes 7.21 [10°° /ul] | [15-25] [4-15] [4-10.7] [4-10.7]
Neutrophiles | 4.6 [107°° /ul] | [6-12] [2-6] [2-7.5] [2-7.5]
Lymphocytes | 1.84 [107° /ul] | [5-6] [3.5-6] [1.5-4] [1.5-4]
Monocytes 0.69 [10"° /ul] | [0.1-1] [0.7-1.5] [0.1-1.2] [0.1-1.2]
Eosinophiles | 0.07 [10"° /ul] | [0.05-0.3] [0.03-0.8] [0-0.4] [0-0.4]
Basophiles 0.01 [10"° /ul] | [0.01-0.05] [0-0.5] [0-0.2] [0-0.2]
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II-  Description :

I1-1- Eléments mesurés
1-1. Les Globules rouges :

Le globule rouge ou hématie est une cellule biconcave, sans noyau, présente dans
le sang circulant auquel elle confere sa couleur rouge. Son diamétre varie de 7 a 8um.

11 contient de I’hémoglobine qui assure le transport de I’oxygene (O,) et je joue
également un réle dans le transport du gaz carbonique (CO,). La durée de vie de
I’hématie est de 120 jours environ.

» Variations physiopathologiques :
Plusieurs facteurs ont un effet significatif sur le nombre des globules rouges tels
que I’age, le sexe I’altitude et I’exercice physique intense.

On constate une augmentation du nombre des érythrocytes dans les polyglobulies,
de méme une diminution du nombre des érythrocytes est observée fréguemment dans les
anemies.

1-2. Les Globules blancs :

Le globule blanc ou leucocyte est une cellule nucléée du sang. Selon la forme du
noyau, on distingue deux grandes catégories de leucocytes :
- Les polynucléaires (P.N) = [Neutrophiles, Eosinophiles, Basophiles]
- Les mononuclés = [ Monocytes, Lymphocytes]

Les leucocytes sont a la base de I’immunité a médiation cellulaire et humorale. Ils
assurent la défense de 1’organisme contre les poussées infectieuses, inflammatoires et
allergiques. Les globules blancs proviennent de la moelle a partir de lignées bien
différenciées.

» Variations physiopathologiques :

Tableau 5: Variations physiopathologiques des Leucocytes

Augmentation Diminution

Hyperneutrophilie Leucopénie

- physiologie (effort physique, stress) -infections bactériennes (typhoide, brucellose,
- infections bactériennes tuberculose)

Hyperéosinophilie -infections virales (grippe, hépatites virales)
- causes parasitaires -infections parasitaires (leishmaniose)

- causes allergiques -agents physiques, chimiques et
Hyperbasophilie médicamenteux

-allergies -affections hematologiques (anémie

- hémopathie maligne mégaloblastique...)

Hyperlymphocytose

- infections virales

- certains infections bactériennes

Hypermonocytose

-infections bactériennes

-infections virales

e
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1-3. Les Plaquettes :

La plaquette ou thrombocyte est un élément figuré du sang sans noyau a contenu
granuleux dont la taille varie entre 2 a 4 um. Les plaquettes sont libérées a partir du
mégacaryocyte au niveau de la moelle osseuse et jouent un réle essentiel dans
I’hémostase primaire. Elles contiennent le facteur III plaquettaire nécessaire a la
formation de la thromboplastine et interviennent dans la coagulation. Les plaquettes
jouent un role dans la rétraction du caillot sanguin et possédent une action protectrice
vis-a-vis de I’endothélium vasculaire. La durée de vie des plaquettes est estimée a 10
jours environ.

» Variations physiopathologiques :
Tableau 6 : Variations physiopathologiques des Plaquettes

Augmentation Diminution

Thrombocytose primitive Thrombopénie centrale

- Thrombocytose primitive - envahissement médullaire (leucémies)

- Syndrome myéloprolifératif chronique | - arrét de maturation des plaquettes (carence
Thrombose secondaire en acide folique et/ ou Vit. Byy)

- splénectomie Thrombopénie périphérique

- maladies infectieuses anomalie de destruction (immunologie,

- apres hémorragie massive prothése valvulaire...)

- néoplasies anomalie de distribution (splénomégalie...)

1-4. Hématocrite :
» Principe :

L hématocrite correspond au volume occupé par les hématies entassées par
centrifugation dans une quantité du sang connue. Il s’exprime en pourcentage.

» Valeurs normales :
e Adulte:

- Homme 40a54%

- Femme 37347 %
e Nouveau-né: 44364 %
e Enfant: 36 a44 %

» Variations physiopathologiques :

L’hématocrite est diminué dans les hémodilutions et les anémies surtout
microcytaires. Par ailleurs, elle est augmentée dans les polyglobulies et dans les états de
déshydratation.

1-5.  L’Hémoglobine totale érythrocytaire :

L’hémoglobine est une hétéroprotéine synthétisée par les eérythroblastes. Elle est
constituée d’une partie protéique, la globine et d’un groupement prosthétique, I’héme.

La globine est formée de quatre chaines identiques deux a deux. L’hémoglobine par
une liaison réversible transporte 1’oxygene (O2) des alvéoles pulmonaires vers les tissus.
e
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Cette fixation est favorisée par le départ du gaz carbonique (CO5) selon I’effet Bohr.

» Valeurs normales :
e Adulte:
- Homme 13416 g/100ml
- Femme 11.75a15 g/100ml

e Nouveau né: 13.5a 19 g/100ml
e Enfant: 12 a 14 g/100ml

» Variations physiopathologiques :

L’anémie est définie par une diminution du taux de I’hémoglobine totale
érythrocytaire. Les constantes érythrocytaires (VGM, TCMH, CCMH) permettant de
classer les anémies.

Le taux d’hémoglobine est augmenté au cours de polyglobulies.

I1-2. Les constates érythrocytaires
2-1. Le volume globulaire moyen (VGM)

11 correspond au volume moyen qu’occupe une hématie dans le sang. Il est calculé
a partir de la formule suivante :

Hématocrite (%)x10
Nombred hématies (millions/mm3)

VGM pm?=

Chez ’adulte le VGM normal varie entre 85 a 95 umg ; par contre il existe une
macrocytose physiopathologique chez le nouveau né.
Selon la valeur du VGM, on peut conclure a :
VGM =85 a 95 um : normocytose
VGM < 80 pm®: microcytose
VGM > 100 pm®  macrocytose

2-2. Lateneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)

C’est le poids moyen de I’hémoglobine contenue dans les hématies de I’échantillon
analysé. Elle est calculée de la fagon suivante :

Hémoglobine(g/dl)x10
Nombred'hématies(millions/mm3)

TCMH pg= Pg = picograme

Le TCMH de I’adulte normal varie entre 27 a 32 pg. Ce paramétre est considéré
comme ’un des meilleurs indices d’un déficit de syntheése de I’hémoglobine. Ces
variations apparaissent bien plutot que celle de la CCMH.

e
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2-3. Laconcentration corpusculaire moyenne en hemoglobine (CCMH)

Elle représente le pourcentage d’hémoglobine contenu dans la masse globulaire de
I’échantillon analysé. C’est aussi le poids en gramme d’hémoglobine contenue dans 100
ml d’hématies. Elle est mesurée de la maniere suivante :

CCMH % = Hémoglobine(g/dl)x100

Hématocrite (%)

Elle s’exprime en pourcentage, la valeur normale du CCMH varie entre 32 et
36%. Ceci permet de conclure a:
CCMH = 32 a 36% : normochromie
CCMH < 30% : hypochromie

La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ne peut pas dépasser
38% ; donc il n’ya pas d’hyperchromie, car ce pourcentage correspond a une saturation
du globule rouge en hémoglobine.
Au-dela de ce chiffre, il y’a une cristallisation avec précipitation incompatible avec le
bon fonctionnement de 1’hématie.

B- Le Frottis Sanguin

1- Principe :

Le frottis sanguin est un étalement d’une goutte de sang sur une lame de verre,
colorée par le May Grunwald Giemsa et lue au microscope optique. L’étude minutieuse
du frottis est extrémement utile au diagnostic cytologique de nombreuses maladies
hématologies et parasitaires.

2- Réactif:
- Solution de May Grunwald
- Solution de Giemsa diluée a 10% dans I’eau tamponnée pH= 7

Les solutions de May Grunwald et de Giemsa sont prétes a I’emploi et se conservent
bien dans des flacons bruns bien bouchés a 1’abri de la lumiére pendant plusieurs mois.
La solution tampon se conserve 1 mois a +4°C.

3- Mode opératoire :

X/

% Préparation du frottis sanguin :

On dépose une petite goutte du sang de deux millimétres du diamétre environ a un
centimetre a 'une des extrémités d’une lame propre posée horizontalement sur un plan
dur. Puis, on place le bord de la lame rodée ou de la lamelle sur la lame et on fait glisser
celle-ci jusqu’a entre au contact avec la goutte, en maintenant un angle de 45°.

La goutte s’étale le long de 1’aréte par capillarité. Puis, on pousse dans un
mouvement uniforme vers 1’autre extrémité de la lame sans atteindre celle-Ci.
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Le frottis ainsi réalisé est séché rapidement par agitation a 1’air. Il ne faut pas oublier
de noter I’identité du patient (N) avec un crayon sur la téte du frottis.

% Coloration du frottis :
- Premiére étape : fixation et coloration par le May Grunwald, pendant 3 a 5 minutes.
- Deuxiéme étape : ringage a I’eau tamponnée pH= 7, pendant 2 a 3 minutes.

)

- Troisieme étape : coloration par le Giemsa dilué, diluée au 1/10 dans I’ecau tamponnée,
pendant 20 a 30 minutes.

- Quatriéme étape : ringage a I’eau tamponnée pH= 7, pendant 2 a 3 minutes.

- Cinquieme étape : Séchage a I’air libre, au moins 5 minutes avant de les lire.
Au terme de ces étapes, le frottis sanguin est prét a étre étudié au microscope optique.

< Etude du frottis sanguin :
Pour déterminer la répartition des cellules, la qualité de 1’étalement et de la coloration,
11 faut tout d’abord contrdler le frottis au grossissement (objectif x10). Si la répartition
est jugée satisfaisante, on dépose une petite goutte d’huile a immersion sur la queue de
I’étalement, puis on met on place 1I’objectif x100.

La répartition des cellules n’est pas parfaitement égale. Tout de méme, Les
événements les plus petits tels que les lymphocytes se regroupent au centre du frottis, les
plus volumineux (polynucléaires et monocytes) sont entrainés dans les franges et la
queue. Les hématies observées dans la zone d’épaisseur idéale, doivent étre étalées en
couche monocellulaire; leurs contours doivent étre réguliers et leur coloration rose.

4- Etude de la morphologie des cellules hématopoiétiques :
» Etude de la morphologie des hématies :

e Leshéematies normales :  Les hématies ou érythrocytes sont des cellules anucléées
dont la forme ressemble a un disque biconcave.
e Les hématies anormales :

Anomalies de taille
- Microcyte : hématies de petite taille

- Macrocyte : hématies de grande taille
- Anisocytose : présence d’hématies de taille différente

Anomalies de formes
- Sphérocyte : hématies arrondies petites et denses

- Elliptocyte : ouovalocyte, hématies ovoides

- Cellule cible : hématie a zone centrale plus foncée
- Drépanocyte : hématies en faucille

- Schizocyte : hématies fragmentées

- Poikyllocytose : hématies de forme variable

Anomalies de coloration
- Hypochromie : hématies anormalement claires

R —————————
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- Anisochromie : coexistence de deux populations, 1’'une hypochrome, 1’autre
normochrome
- Polychromatophilie : hématies basophiles (réticulocytes)

» Etude de la morphologie des leucocytes :
o Lesgranulocytes :

Le polynucléaire neutrophile
Cellule arrondie, de 12 a 15 um de diametre possedant un noyau segmenté en
plusieurs lobes réunis par des ponts tres fins.

Le polynucléaire neutrophile peut présenter certaines anomalies :
- Macropolycyte : cellule de grande taille avec un noyau hyperlobule.
- Pleocaryocyte : cellule de taille normale avec un nombre de lobes nucléaires supérieure a 5.
Le polynucléaire éosinophile
Cellule arrondie, l1égérement plus grande que le polynucléaire neutrophile caractérisee
par des granulations cytoplasmiques de couleur orangée. Le noyau est souvent bilobé.
Le polynucléaire basophile
C’est la cellule la plus petite parmi les granulocytes. Elle est caractérisée par des
granulations cytoplasmiques trés foncées noiratres cachant le noyau.

o Les cellules mononuclées :

Le petit lymphocyte :

Cellule ronde de petite taille de 7um dont le noyau occupe presque la totalité de la
cellule.
Le grand lymphocyte :

Cellule qui differe du petit lymphocyte par sa taille de 12 a 16um et par son noyau
réniforme et son cytoplasme basophile.
Le monocyte :

Cellule de grande taille 12 a 20um, de forme amiboide et de noyau a forme
irréguliere et a chromatine peignée. Son cytoplasme est basophile (gris ciel).

» Etude de la morphologie des plaquettes :

Les plaquettes apparaissent comme des corpuscules de 1 a 3um de diametre
légerement colorées en pourpre. Dans les frottis exécutés a partir d’un prélévement
recueilli sur EDTA, les plaquettes sont séparées les unes des autres et sont disséminées
sur I’ensemble du frottis. Par contre sur les frottis fait a partir du sang capillaire les
plaquettes apparaissent agglutinées en amas.
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5- Morphologie et variations physiopathologiques des cellules hématopoiétiques :
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C- La Vitesse de Sédimentation (VS) Technique de
WESTERGREEN

> Principe :

La vitesse de sédimentation ou (VS) peut étre définie comme étant la vitesse avec
laquelle chutent les hématies en suspension dans un plasma citraté a I’intérieur d’un tube
de Westergreen maintenu verticalement.

La vitesse de sédimentation est longtemps restée le principal marqueur humoral, le
moins couteux de la réaction inflammatoire qui exploré actuellement par le profil
protéinique de I’inflammation. Les protéines de I’inflammation qui contribuent a
I’accélération de la VS sont le fibrinogéne et 1’haptoglobine.

» Echantillons :

La vitesse de sédimentation est réalisée classiquement chez un sujet a jeun, quoique
cette condition n’est pas toujours nécessaire. Le prélévement est fait sur le sang veineux
recueilli sur une solution de citrate trisodique (31,3g/1 de citrate de sodium a 2h20),

En respectant la proportion d’un volume d’anticoagulant pour quatre volumes de sang,
on homogénéisé le prélévement par retournements doux pour éviter I’apparition de
caillots. Une agitation intense provoque 1’hémolyse.

» Matériel :
e Tubes de Westergreen
e Support spécial a sédimentation pour VS

» Mode opératoire :

Aprés une homogénéisation saigneuse du prélevement, il faut aspirer le sang citraté
dans le tube de Westergreen jusqu’au repere zéro, tout en évitant la formation de bulles
d’air. Puis, on place le tube bien vertical sur son support, a la température ambiante a
I’abri des vibrations et de la lumiére intense et directe. Apres 1 heure, on lit la hauteur du
plasma surnagent depuis la base de ménisque supérieure jusqu’au sommet de la colonne
d’hématies. Le résultat est exprimé en millimétre (mm), ce qui correspond a la distance
parcourue par les globules rouges en une heure.

> Valeurs normales :
Tableau 7: Valeurs normales de la Vitesse de sédimentation

Homme Femme
Adultes 3a15mm\h 73420 mm\h
Enfants 0a10 mm\h 0410 mm\h

Il faut savoir que la vitesse de sédimentation varie avec 1’age et le sexe, ce qui a
pousse certains auteurs a fixer un seuil, au-dela duquel on considére le chiffre obtenu
comme pathologique.

Homme : Age en années\ 2 (mm) Femme : Age en années + 10\ 2 (mm)

e
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» Variations physiopathologiques :
Concernant I’interprétation de la vitesse de sédimentation, il faut savoir que c’est un

test non spécifique, imprécis et indiqué surtout dans la surveillance de 1’évolution d’une
affection a composante inflammatoire.

Tableau 8 : Variations physiopathologiques de la Vitesse de Sédimentation
AUGMENTATION DIMUNITION
Vitesse La grossesse Polyglobulie

de L’age Hémoconcentration
Sedimentation Maladies rhumatismales
Tuberculose

Infections

Néoplasies

Maladies dégénératives

L’¢élévation de la vitesse de sédimentation n’est pas toujours due a I’augmentation
des protéines de I’inflammation, mais peut étre provoquée par d’autres mécanismes
+ Facteurs globulaires (anémie)
+ Hyperlipoprotéinémie
+ Insuffisance rénale
+ Hormones (grossesse, contraceptifs oraux)
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Chapitre 1l : HEMOSTASE

> Définition :
L’hémostase est I’ensemble des mécanismes mis en jeu pour colmater la fuite,
I’arrét des hémorragies en cas de rupture de la continuité de la paroi vasculaire, la
formation locale d’un caillot et sa dissolution.
L’hémostase est divisée en plusieurs étapes, qui se couvrent particulierement.
On distingue:
e [’hémostase primaire : dure 3 & 5 minutes et aboutit a I’agrégation des plaquettes et la
formation du clou plaquettaire.
e L[’hémostase secondaire : ou coagulation plasmatique, dure de 5 a 10 minutes permet la
formation du caillot de fibrine.
- Génération de la prothrombinase : par I’aboutissement de 2 voies différentes appelées
extrinseque et intrinséque.
- Formation de thrombine : ou la transformation de la prothrombine en thrombine par le
complexe prothrombinase.
- Formation de fibrine : ou la transformation du fibrinogéne en fibrine.
e Lafibrinolyse : dure 48 a 72 heures permet la dissolution du caillot de fibrine et retour de
la circulation a la normale.

» Materiel :
- Centrifugeuse
- Bain-marie
- Micropipette réglable (50-200 pl)
- Portoir pour tube a hémolyse
- Chronometre
- Crochets
- Embouts pour micropipettes.

A- Taux de Prothrombine
> Principe :

Le taux de prothrombine mesure le temps de recalcification d’un plasma citraté en
présence d’un exces de thromboplastine tissulaire facteur (III).
I1 renseigne sur Iactivité des facteurs II, V, VIII et X de la coagulation. C’est une
méthode globale d’exploration de la coagulation extrins€que en voie exogene.

> Echantillons :

Classiquement, le temps de Quick est réalisé chez un sujet a jeun, cette précaution,
n’est pas toujours nécessaire.

Le prélevement est réalisé par ponction veineuse franche. 1 est conseillé d’éviter la
stase veineuse (un garrot prolonge ou trop serré) et I’aspiration a la seringue.

R —————————
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Le préléevement se fait sur citrate trisodique (31,3g par | de citrate de sodium a
2h20), en respectant la proportion d’un volume d’anticoagulant pour neuf volumes du
sang. On le centrifuge a 4000 tours par min pendant 15min environ pour obtenir un
plasma pauvre en plaquettes. Le test devra étre effectué¢ dans un délai n’excédant pas 4
heures ou plus aprés le prélevement.

> Reéactifs :
Thromboplastine calcique a reconstituer selon les recommandations du fabricant.
» Mode opeératoire :

Il s’agit d’une technique en un seul temps, on introduit dans un tube a hémolyse a 37°C :
Plasma (témoin, malade ou contréle) : 100 pl

A maintenir 2 min a 37°C

Thromboplastine calcique préalablement 200 pl

Incubée 15 min a 37 °C, déclencher immeédiatement le chronometre, Agiter, en remuant
le tube a I’aide d’un crochet et noter les temps de coagulation pour les malades et le témoin.

» ValeursNormales :

Le temps de Quick s’exprime par comparaison a un témoin. Il varie entre 11 et 13
secondes, habituellement, on exprime le temps de Quick en pourcentage par rapport a un
plasma normal, on I’appelle alors taux de Prothrombine ou (TP). Il varie entre 70 et
100%.

» Variations Physiopathologiques :

Les taux supérieurs a 100% n’ont pas de signification pathologique et sont
considérés comme normaux.

Les taux inferieurs a 70% peuvent orienter vers :

- Un déficit en Facteurs (11, V, VII ou X).

- Une atteinte hépatique ou une avitaminose K.

- Maladie hémorragique de nouveau né.

- Une hypofibrinogénemie.

- Un traitement anticoagulant par les antis vitamines k.

- Laprésence d’anticoagulants circulants (anti II, V, VII, X) ou antiprothrombinase.

Au cours des traitements anticoagulants oraux (anti vitamines k), la zone
thérapeutique du TP varie en fonction des réactifs utilisés de 35% a 15 % environ. Pour
remédier a ce manque de standardisation, il est actuellement proposé d’exprimer les
résultats en 1.N.R (International Normalised Ratio) qui tient compte des différences de
réactifs et permet de standardiser les résultats grace a I’introduction d’un coefficient qui
sera fourni par chaque fabricant de réactif

R = Temps de malade \ Temps de témoin
INR = (R)*

Isi = index de sensibilité international déterminé vis-a-vis de la thromboplastine de
réference, il est donné par le fabricant.
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L’isi est déterminé pour chaque lot de thromboplastine calcique et il est indiqué sur le
tableau de correspondance Temps de Quick \ INR joint a chaque coffret.

B- Temps de Céphaline Activée (TCA)

> Principe :

Le temps de céphaline activée est réalisé chez un sujet a jeun ; cette précaution n’est
pas toujours nécessaire.

Le prélévement se fait sur citrate trisodique (31,3g/1 de citrate de sodium a 2h20),
en respectant la proportion d’un volume d’anticoagulant pour neuf volumes du sang. On
le centrifuge a 4000 tours par min pendant 15min environ pour obtenir un plasma pauvre
en plaquettes. Le test devra étre effectué dans un délai n’excédant pas 4 heures ou plus
apres le préléevement.

> Réactifs :
- Céphaline plus Kaolin a reconstituer selon les recommandations du fabricant.
- Solution de CaCl;, (0,025 M)

» Mode opératoire:
Le TCA ou TCK du malade doit étre comparé a celui d’un plasma témoin. Le plasma
témoin est constitué d’une dizaine de plasmas testés seuls ou en pools.
I1 s’agit d’une technique réalisée en deux temps.
Introduction dans un tube & hémolyse placé dans un bain marie a 37 °C :
Plasma (témoin, malade, contréle) 100ul
Céphaline plus Kaolin  100ul
Mélanger, incuber exactement pendant 3 minutes
En déclenchant le chronomeétre, ajouter 100l de CaCl, 0,025 M.
Mélanger, puis noter le temps de coagulation.

» Valeursnormales:
TCK ou TCA : 30 a 40 secondes.
Le temps normal s’exprime par comparaison a un témoin.
On considere qu'un TCA est allongé chez un malade lorsqu’il dépasse de 8 a 10
secondes celui d’un témoin normal et ceci a deux reprises.
Un temps inferieur a celui d’un témoin n’a habituellement pas une signification
pathologique.

» Variations physiopathologiques :
Cliniquement devant un syndrome hémorragique, on cherchera un déficit de certains
facteurs de la coagulation de la voie endogéne.
L’allongement du TCA est interprété en fonction des résultats du temps de Quick.

- TCA allongé et le temps de Quick normal :
e Sil’allongement du TCA est corrigé par I’addition du plasma témoin normal & parties
égales, on cherchera alors un déficit éventuel respectivement en facteur anti

R —————————
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hémophilique A (VII11), anti hémophilie B (1X) et en facteur (XI) ; car les hémophilies A
ou B représentent la grande majorité des déficits congénitaux de la voie intrinseque.

e Sil’allongement du TCA n’est pas corrigé par I’addition du plasma témoin normal a
parties égales, on cherchera un anticorps anticoagulant circulant.

En absence d’un syndrome hémorragique, on cherchera un déficit en facteur (XII), en
kininogenes et en kallicréine a haut pois moléculaire.
- TCA allongé et temps de Quick allongé :

¢ Insuffisance hépatique sevére
e Afibrinogénémie congénitale.

e
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Chapitre 111 : IMMUNO-HEMATOLOGIE

D-GROUPAGE SANGUIN ABO:

1-

O O O O O

principe

Il se base sur un Principe d agglutination Ag-Ac sur plaque.

Une détermination comporte obligatoirement deux réalisations avec une confrontation
des résultats et elle doit étre réalisée par :

deux techniques différentes

deux lots de réactifs différents

deux techniciens différents

Le groupage n’est validé qu’apres deux déterminations sur deux prélévements différents
nécessité des témoins : négatif, positif, auto

REALISATION : (2 EPREUVES)

Epreuve Globulaire : épreuve de BETH —VINCENT
Les hématies a tester sont mises en contact avec des sérums tests connus Anti A,
Anti B, Anti AB afin d’identifier les antigenes A et B.

Epreuve Sérique : épreuve de SIMONIN

Le sérum a tester est mis en contact avec des hématies tests connues A et B afin
d’identifier ’anti A et 1’anti B.

Le groupage RH :

PRINCIPE : La recherche a la surface des hématies(GR) de ’Ag D a I’aide de sérum
test : Anti-D

Hématies+ Anti-D  Agglutination+ RH1+
Hématies +Anti-D  Agglutination -  RH1-

Le phénotypage érythrocytaire :

Le phénotypage érythrocytaire correspond a la recherche des produits d’expression des
génes de groupes sanguins (antigenes) a la surface des hématies.

En pratique clinique transfusionnelle, le phénotypage érythrocytaire concerne aussi bien
le receveur que le donneur

Le but de ces examens réalisés chez le donneur et le patient est de mettre a disposition
du patient des concentrés erythrocytaires compatibles du point de vue antigénique.
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| Realisation du groupage sanguin ABO-RHI |
Epreuve de Beth-Vincent | [Epreuve de Simonin Détermination de
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1 détermination = 2 réalisations en technique manuelle par 2 techniciens différents
. tdouble saisie par 2 personnes différentes

Figure 4 : Réalisation du groupage sanguin (BETH-VINCENT et SIMONIN) et
groupage de Rhésus

3- Transfusion sanguine :

Une transfusion sanguine est un acte médical qui consiste a administrer a une
personne un produit sanguin provenant du don de sang d’un autre individu par une
injection continue par voie intraveineuse, a condition de ne pas avoir une agglutination
entre Ag et Ac du méme phénotype sanguin.

Groupe A Groupe B | Groupe AB Groupe O

- e

y N/ N/ ~
S AW A2 )§I(¢~
Anticorps /A A= /AT /A
= 1 = ' et ¢ S =N
Anti-B Anti-A Aucun Anti-A et Anti-B
Antigéne ? ? ?* ,
Antigéne A Antigéne B Antigéne AetB Pas d’antigéne

Figure 5 : Types des Ag et Ac retrouvés dans le sang des différents
Phénotypes sanguins
R
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CONCLUSION

Le laboratoire s’occupe des services :
- d’Hématologie (Numération Formule Sanguine, Frottis sanguin et vitesse de
Sédimentation)
- d’Hémostase (temps de Quick, Temps de Prothrombine et Temps de Céphaline
Activé)
- d’Immuno-hématologie (Groupage sanguin ABO)

Une variation des valeurs d’un ou de plusieurs tests nous prend a demander au
patient de refaire ces tests dont ses résultats sont anormales avant d’estimer que ses
résultats sont anormales, apres cet étape le patient peut réaliser des tests plus
spécifique pour identifier les causes de sa maladie, afin d’avoir un traitement
médical qui va le permettre I’amélioration et 1€ progres de son état soit
physiologique ou pathologique

En fin, je pense que stage a joué un grand réle dans 1’amélioration de mon
pratique, et I’enrichissement de mes connaissances a propos du domaine.

J’ai recu une formation afin d’apprendre 1’utilisation des différents matériel
utilisés au Laboratoire, ainsi que le principe et les techniques utilisées dans les
différents examens Hématologique (Appareil Sysmex de la NFS, Centrifugeuse),
sans oublier les précautions prises lors des analyses biomédicales (Pré-analytique,
analytique et post-analytique), ainsi que le respect des conditions d’hygiéne
personnelle et du matériel au sein du laboratoire.
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